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【要約】 
 
Aberrant GIMAP2 expression affects oral squamous 
cell carcinoma progression by enhancing the cell 
cycle and anti-apoptosis  
(異常なGIMAP2の発現は細胞周期と抗アポトー
シスを制御することにより口腔扁平上皮癌の増
殖に関与する) 
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【目的】 
口腔癌は、世界で 6 番目に多い癌であり、年間約 275,000 例発生しているため深刻な問題
である。以前の研究では、OSCC の形成が細胞増殖とアポトーシスに関連していることが
示されている。したがって、悪性腫瘍の根底にあるメカニズムを理解して、新しい治療法
と効果的な治療戦略を開発する必要がある。 
免疫関連ヌクレオチド結合タンパク質または IMAP としても知られる免疫関連タンパク
質 GTPases of immunity-associated proteins (GIMAP)は、脊椎動物および植物に見られる
GTPaseのファミリーである。ヒトには、7番染色体上にクラスター化された 7つの GIMAP
があり、アミノ末端グアニンヌクレオチド結合ドメイン（G ドメイン）に続いて、50 か
ら 100 アミノ酸長のさまざまな C 末端伸長が続く。最近の研究では、GIMAP が発生、選
択、および恒常性維持において T 細胞の生存を調節し、T リンパ球減少、白血病、および
自己免疫の発症に関連する可能性があると示唆されている。GIMAP は、Bcl-2 ファミリー
タンパク質と相互作用することにより、リンパ球アポトーシスのミトコンドリア制御に
も関与している可能性がある。さらに、GIMAP3 と GIMAP5 がミトコンドリアを介したア
ポトーシス調節経路に関与していることが示唆されている。 GIMAP2 は、ヒト GIMAP フ
ァミリーで 2 番目に大きいタンパク質であり、2 つの C 末端疎水性領域がある。一部の
GIMAP は T リンパ球減少症と白血病に関連する可能性があるが、GIMAP2 を含むほとん
どの GIMAP の生物学的機能は不明のままである。OSCC などの固形癌の腫瘍進行におけ
る GIMAP2 の主な機能は現在不明であるため、OSCC におけるその発現と分子メカニズ
ムを研究した。本研究の目的は GIMAP2 が OSCC に与える影響を包括的な分子生物学的
解析により解明することである。 
【方法】 
〇細胞および組織サンプルは以下を使用した。 
HSC-2（RBRC-RCB1945、口底）、HSC-3（JCRB-0623、舌）、HSC-4（RBRC-RCB1902、舌）、
HSC3-M3（JCRB- 1354、舌）、Ca9-22（RCB-1976、歯肉）、Sa3（RBRC-RCB0980、歯肉）、
Ho-1-N-1（JCRB-0831、頬粘膜）、KOSC2（JCRB-0126.1、口底）、SAS（RBRC-RCB 1974、
舌）、および Ho-1-u-1（RBRC-RCB2102、口底）は、JCRB セルバンク（Ibaraki, Osaka, Japan）
および理研バイオリソースセンター（Tsukuba, Ibaraki, Japan）から購入した。すべての癌
細胞は、10％熱不活性化ウシ胎児血清（FBS）および 50 単位/ mL ペニシリンおよびスト
レプトマイシンを添加した低グルコースダルベッコ変法イーグル培地（DMEM, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA）で培養した。ヒトの正常な口腔ケラチノサイト（HNOK）
は、健康な若年患者から得られ、口腔ケラチノサイト培地ニュージーランド BPE（ScienCell 
Research Laboratories, Carlsbad, CA, USA）で培養した。 
〇mRNA 発現解析 
GIMAP2 を増幅するために次のプライマーとユニバーサルプローブを使用してリアルタ
イム逆転写酵素定量的ポリメラーゼ連鎖反応（RT-qPCR）を実行した。 
forward 5'-CGATTCAAATGCTTGCTTCC-3 'および 
reverse 5' -GGACCAAAATGAACACAGTCAC-3 ' 
（universal probe #89; Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA）。 LightCycler 480 PCR
システム（Roche Diagnostics, Tokyo, Japan）を次の RT-qPCR 条件で使用した。95°C で 10
分間の初期変性、95℃で 10 秒間の 45 増幅サイクル、60℃で 30 秒間プライマーのアニー
リング、72℃で 1 秒間の伸長、続いて 40℃で 30 秒間の冷却ステップを行った。 
〇ウエスタンブロット分析 
ウサギ抗 GIMAP2 ポリクローナル抗体（Atlas Antibodies, Bromma, Sweden, HPA013589）を
使用して、タンパク質抽出およびウエスタンブロットを実施した。 
〇免疫組織化学（IHC）分析 
スコアリングシステムに従って IHC を実行した。 GIMAP2 IHC 臨床パラメータースコア
のカットオフを決定するために、BellCurve for Excel（Social Survey Research Information Co. 
Ltd., Tokyo, Japan）を使用し、ROC 曲線分析により 100 検体のスコアを評価した。カット
オフポイントを超えるスコアを持つ検体は、GIMAP2 陽性と定義した。 
〇形質転換細胞株の樹立 
Lipofectamine 3000（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を使用して、GIMAP2 ターゲティング
shRNA（shGIMAP2）およびコントロール shRNA（shMock）（Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
TX）で細胞株（HSC-2 および HSC-3）を形質転換することにより、安定した形質転換株
を確立した。10％熱不活性化 FBS、50 units / mL ペニシリンとストレプトマイシン、およ
び 1 µg / mL ピューロマイシン（Santa Cruz Biotechnology）を 5％の低グルコース DMEM
（Sigma-Aldrich）を使用して、安定した形質転換株を単離した。 
〇増殖能試験と細胞周期分析 
細胞増殖能試験を実施した。細胞周期解析は、BD Accuri™C6 Flow Cytometer および FrowJo
™（Becton-Dickinson, San Diego, CA, USA）を用いたフローサイトメトリーにより実施した。 
〇統計分析 
χ²テスト（P <0.05）を実行して有意な相関を特定し、ROC 曲線分析を使用してカットオ
フポイントを定義し、分類された臨床パラメーターに対して検体が GIMAP2 陽性か陰性
かを判断した。また、この方法の有用性を確認するために、ROC 曲線値の下の面積を決
定した。 
【結果・考察】 
解析した OSCC 細胞株のうち 9 細胞株において GIMAP2 の発現（mRNA、タンパクレベ
ル）が有意に亢進していた（p＜0.05）。同様に臨床検体において、GIMAP2 の有意な発現
亢進を確認した（p＜0.05）。その発現様相は、T-primary tumor や TNM-stage 分類において
有意な相関を認めた（p＜0.05）。GIMAP2 の発現抑制株において細胞周期解析を行うと G1
期停止を認め、CDK4、CDK6 と pRb (S780) の発現低下、p53 と p21 の増強を認めた。ま
たアポトーシスに関わる因子において、GIMAP2 の発現抑制株において Bcl-2 の発現低下
と Bak や Bax の増強を認めた。 
この研究は、GIMAP2 が OSCC において発現亢進を認め、原発腫瘍の大きさと相関がある
と考えられた。 GIMAP2 発現抑制株を用いた実験においては、GIMAP2 が G1/S 期で細胞
周期が停止し、抗アポトーシスを促進することにより細胞増殖を制御することを示し、
GIMAP2 が OSCC の腫瘍の大きさにおいて重要な役割を果たすことを示唆している。細
胞周期分析は、GIMAP の発現抑制により OSCC 細胞の G1/S 期停止となり、CDK4/CDK6
および pRb 発現を抑制させることを示した。最近、CDK4/CDK6 シグナル伝達を介した
Rb リン酸化の変化が、肺癌、前立腺癌、頭頸部癌を含む多くの腫瘍で細胞周期の進行を
調節しないことにより、腫瘍細胞増殖を制御することが報告されている。したがって、
GIMAP2 の存在がサイクリン D1/CDK4/CDK6 複合体を活性化し、Rb をリン酸化して
OSCC の増殖を引き起こすことを確認した。さらに、GIMAP2 発現抑制株において p53 と
p21 の発現亢進が認められた。ある研究では、異常な p53 および p21 シグナル伝達は、
Rb/E2F 経路を介した腫瘍細胞の増殖と相関することが報告されている。E2F の活性化に
より p53 および p21 の機能を抑制し、OSCC 増殖を認めたと考えられた。したがって、
我々の実験結果は、GIMAP2 が Rb/E2F 経路を介した細胞周期の進行と関連している可能
性があることが示唆された。 
細胞周期の停止に加えて、p53 はシトクロム c の放出とアポトーシス促進遺伝子の転写調
節を介してアポトーシスを調節する可能性がある。プロアポトーシスタンパク質 Bak お
よび Bax は GIMAP2 発現抑制株において発現亢進しているのに対し、抗アポトーシスタ
ンパク質 Bcl-2 は発現抑制されており、他の GIMAP ファミリータンパク質の以前の研究
と一致することがわかった。 Bcl-2 ファミリーのメンバーは癌の発生と相関があり、
GIMAP2 はアポトーシスシグナルと関連し、Bcl-2 ファミリーが媒介するアポトーシスシ
グナルを阻害して癌細胞の生存と成長をサポートする。したがって、GIMAP2 は、抗アポ
トーシスを介して OSCC 腫瘍の成長を部分的に調節する可能性が示唆された。ただし、
GIMAP2 が抗アポトーシスに影響する詳細なメカニズムを特定するには、さらなる研究が
必要であると考えている。 
以上の結果・考察をまとめると、GIMAP2 の過剰発現は、CDK4、CDK6、および pRb の
発現亢進を認め、また p53 および p21 の発現抑制を認め、G1 期の腫瘍の増殖に寄与した
と示唆された。 GIMAP2 は、Bcl-2 が発現亢進し、Bax および Bak の発現抑制が認めら
れ、抗アポトーシスにも影響を及ぼした。したがって、GIMAP2 の発現は、OSCC の進行
と抗アポトーシスのバイオマーカーになる可能性が示唆された。 
 
